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論 文 内 容 要 旨
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Protein O-GlcNAcylation is essential for the maintenance of renal energy 
homeostasis and function via lipolysis during fasting and diabetes 
@  (蛋白質〇-G lcN A c修飾は絶食状態、肥満糖尿病状態において、脂肪分解を 
L介した腎エネルギー代謝恒常性.機能維持に必須である）
【研究の目的】
糖尿病性腎症は、新規透析導入患者の原疾患として最多であり、その重症化予防は、患者の Q O L 維 
持のみならず医療経済学的にも重要な課題である。レニン• アンギオテンシン系阻害剤を中心とした 
既存の糖尿病性腎症治療は、蛋白尿を減少させ腎機能低下を抑制することに一定の効果を上げてきた 
が、そうした治療に抵抗性を示す症例が少なからず存在する。加齢や肥満による細動脈硬化とそれに 
付随する近位尿細管障害が、こうした治療抵抗性の糖尿病性腎症の一因であると考えられており、近 
位尿細管をターゲットにした新規治療標的の同定が望まれる。
近位尿細管細胞は、A T P産生を糖代謝よりも脂肪酸酸化に大きく依存しているという代謝的特徴を持 
つ。申請者らは、この近位尿細管細胞に特有の代謝的特徴に着目し、近位尿細管細胞の栄養代謝的な生 
理機構の解明を通じて、治療抵抗性糖尿病性腎症に対する新規治療標的の同定を試みた。
翻訳後修飾の一つである0 -GlcNAc修飾は、細胞内栄養センサーと言われており、糖尿病を含めた種々 
の代謝疾患との関連が報告されているが、近位尿細管における役割は未だ十分には解明されていない。 
また、近位尿細管における脂肪酸代謝経路は、摂食•絶食といった生理サイクルで変化することが知ら 
れているが、その制御機構は不明である。そこで、〇-G lcN A c修飾が近位尿細管における脂肪酸代謝 
調節に関連するという仮説のもと、以下の検討を行なった。
【方法】
① 近位尿細管特異的O-GlcNAc修飾欠損マウス表現型の検討
雌の〇gt-floxマウスと雄のNDRGl-CreERT2マウスを交配し得られたマウスに生後8 週齢で夕 
モキシフヱン ( T M )を腹腔内投与することにより、近位尿細管特異的〇g t欠損マウス (PTEC- 
〇gtび-マウス）を作製した。PTEC-Ogt讲 マウスをコントロールマウスとした。T M 投与後の体重、 
血糖、食餌量を評価し、摂食時および4 8 時間絶食下における腎組織観察、蓄尿検査、組織内ATP 
濃度測定を行なった。
② 近位尿細管におけるO-GlcNAc修飾標的蛋白の検討
4 8 時間絶食下におけるPTEC-Ogtび-マウスおよびコントロールマウスの腎皮質組織をプロテオ
ーム解析に供し、発現蛋白の比較検討およびパスウヱイ解析を行なった。発現変動を認めた蛋
白とその関連蛋白を免疫沈降法により、実際に O -G lcN A c修飾標的蛋白であるか確認した。ま
た、標的蛋白の過剰発現を、単離培養近位尿細管に対してpcD N A 3ベクターの導入により行い、
細胞内脂肪滴観察、A T P測定、細胞死評価を行なった。
(備考） 1 . 論文内容要旨は、研究の目的•方法 •結果 •考察 •結論の順に記載し、 2 千字 
程度でタイプ等を用いて印字すること。
2 . ※印の欄には記入しないこと。
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③肥満糖尿病状態における近位尿細管とO-GlcNAc修飾との関連の検討
肥満糖尿病モデルとしてd b /d bマウスと高脂肪食 (H F D )投与マウス、肥満糖尿病•動脈硬化モ 
デルとしてH F D 投与 ApoE-んマウスを用い、それぞれの腎組織におけるO-GlcNAc修飾蛋白、
腎障害、腎線維化を評価した。
PTEC-Ogtf/fマウス、PTEC-OgtfAマウスにH F D 投与を行い、細胞内脂肪毒性評価を行なった。
【結果】
① 近位尿細管特異的O-GlcNAc修飾欠損マウス表現型の検討
PTEC-Qgtび-マウスにおいて、摂食時には有意な表現型を呈さなかったが、4 8 時間絶食時に、ア 
ミノ酸、グルコース、各種イオンの尿中排泄の増加、近位尿細管細胞のアポトーシス亢進を認め 
た。さらに、近位尿細管細胞内への顕著な脂肪滴蓄積、 ミトコンドリアの断片化を伴うA T P 含 
量の有意な減少が確認された。
② 近位尿細管におけるO-GlcNAc修飾標的蛋白の検討
プロテオーム解析の結果、PTEC-OgtfAマウス腎では、脂肪酸代謝関連酵素群の発現異常を認め、
中でも、脂肪酸エステル分解酵素Carboxylesterasel (C E S 1 )の顕著な発現低下が確認された。 
PTEC-OgtfAマウス腎からの単離近位尿細管細胞において、C E S 1過剰発現により細胞内の脂肪 
滴の蓄積、アポトーシス亢進、A T P含量の低下が改善されたことから、CES1発現低下が表現型 
の原因と考えられた。また、免疫沈降法からは、C ES1の転写因子FarnesoidX Receptor (FXR)
が〇-GlcNAc修飾を受けることにより、その転写活性を維持していることを明らかにした。
③ 肥満糖尿病状態における近位尿細管とO-GlcNAc修飾との関連の検討
各種代謝関連疾患モデルマウス腎の検討で、動脈硬化および尿細管障害に付随してO-GlcNAc修 
飾とCES1発現の低下が認められた。また、H F D 投与 PTEC-OgtfAマウスでは、腎内CES1発現 
の減少を伴う顕著な脂肪滴形成、高度な尿細管障害を呈した。以上より、肥満糖尿病状態におい 
て、O-GlcNAc修飾の減弱は腎脂肪毒性の悪化、尿細管障害の進展に寄与することが示された。 
【考察】
本研究から、近位尿細管細胞におけるO-GlcNAc修飾は、絶食状態•肥満糖尿病状態で、脂質代謝調 
節を介して腎•尿細管機能の維持に関与していることが明らかになった。近位尿細管は、生体の恒常性 
の維持のために重要な役割を担っており、糸球体で濾過された物質の再吸収や分泌調整のため、常に 
エネルギーを必要としている。そのため、様々な生理的環境下に対応すべく、エネルギー源を主として 
脂肪酸に依存する特徴的な代謝機構を発達させてきたと考えられ、O-GIcNAc修飾によるFXR転写活 
性の維持はその一つと考えられる。本研究により、近位尿細管細胞O-GlcNAc修飾調節機構の破綻が、
腎障害と関連することが明らかとなり、同機構の維持が糖尿病性腎症を含む腎障害の新たな治療標的 
となり得る可能性が示唆された。今後、FX Rを含めたO-GlcNAc修飾を受ける分子の解明が、糖尿病 
性腎症の病態生理の解明および新規治療標的の同定につながるものと期待される。
【結論】
近位尿細管細胞におけるO-GlcNAc修飾は、絶食時および肥満糖尿病状態における細胞内脂肪滴の分 
解、A T P産生、機能維持に不可欠であり、その異常が糖尿病性腎症における尿細管障害進展にも関与 
する。
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(学位論文審査の結果の要旨）※明朝体1 1 ポイント、 6 0 0 字以内で作成のこと
本論文では腎臓近位尿細管の代謝的特徴に着目し、その生理機構の解明を通じて、糖尿 
病性腎臓病の病態解明を試みた。
翻訳後修飾の一つである0-GlcNAc修飾は、種々の代謝疾患との関連が報告されている 
が、近位尿細管における役割は十分に解明されていない。そこで、近位尿細管特異的 0- 
GlcNAc修飾欠損マウス（PTEC-0gtf/_マウス）を用いて〇-GlcNAc修飾が近位尿細管の脂質 
代謝調節に与える影響について検討を行ない、以下の点を明らかにした。
1 ) FTEC-0gtfAマウスは絶食状態において近位尿細管の機能障害、細胞死の亢進、脂肪滴 
の蓄積増加といった表現型を呈した。
2 ) PTEC-0gtfAマウス腎は、中性脂肪加水分解酵素Carboxylesteraselの発現が低下して 
おり、その転写因子Farnesoid X Receptorの転写活性維持には〇- GlcNAc修飾が必要であ 
ることを明らかにした。
3 ) 代謝関連疾患モデルマウス腎の検討で、肥満糖尿病状態において、〇- GlcNAc修飾の減 
弱は脂肪毒性の悪化、尿細管障害の進展に寄与することが示された。
本論文は、近位尿細管のエネルギー代謝制御機構に新たな知見をもたらし、糖尿病性腎 
臓病の病態解明に寄与しうるものと考えられる。また、最終試験として論文内容に関連し 
た試問を実施したところ合格と判断されたので、博 士 （医学）の学位論文に値するものと 
認められた。
(総 字 数 600字)
( 令 和 元 年 8 月 2 7日）
